VORAB PE^fELEFAX 
Original. rirvft A ^^P^!^^ 



ANTRAG 



heG l iPCf/PtQ 03 NOV a 

r. 089 / 2195 2221 (52 Sei^^) 

— — Vom AJ^^feamt auszufiillen - 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
international Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmeldedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewiinscht) 
(max. 12 Zeichen) 2675 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Multivalent e Antikorper-Konstrulcte 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amilicke Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Deutsches Krebsf orsc hung szent rum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
D - 69120 Heidelberg 



Diese Unterlagen stellen die Bestati- 
gung eineFdurch Telekopie (Telefax) 
eingereichten Anmeldung dar. 

Datum der Ubermittlung der Telekopie 
(Telefax): ....^..•..^clLA^S^ 

Name der Behorde, bei der die 
Telekopie (Telefax) eingereicht worden 
ist: J>.&.i*Z. 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



to?' 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
fiirfolgende Staaten: 



□ alle Bestim- XXI alleBestimmungsstaaten mit Ausnahme I | 
mungsstaaten T I der Vereinigten Staaten von Amehka | | 



nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



j j die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben, Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



LITTLE Melvyn 
Fritz-von-Briesen-Str . 10 
0 - 69151 Neckargemund 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

ftX| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzU so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



GB 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



fiirfolgende Staaten: 



□ 



mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



1. v I nur die Vereinigten 
XX I Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



)(X Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. TV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelder r*rj a nwa u 
vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I A 4 



j j gemeinsamer 



Vertreter 



Name und Anschrift: (Fomilienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats 
anzugeben.) 

HUBER Dr. Bernard 
Patentanwalte Huber & Schussler 
Truderinger Str. 246 

R1R9R Mfinrhon 


Telefonnr.: 

49 89 / 4272 4748 


Telefaxnr.: 

49 89 / 4272 4749 


Femschreibnr.: 


| I Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 
I I obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatt PCT/RO/lOl (Blatt l) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Fortseteung von Feld Nr. Ill WEITERE AN MELD ER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER ** * - 


Wird keines der folgenden F elder benutztj so soUte dieses Blatt dem A ntrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Atischri.fi sind die Postleitzahl und der hi cunt des Stouts anzugeben. Der in die son Feld in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Stool des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KIPRIYANOV Sergej 

Furtwanglerstr . 3 

D - 69121 Heidelberg 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

HU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): _^ 


Diesc Person ist Anmelder i lalleBestim- 1 | alleBesummungssmtenmit Ausnahme r~l nur die Vereinigten 1 I die im Zusatzfeld 
fiirfolgendeStaaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Siaaten von Amerika Kil Staaten von Amerika I 1 angegebenen Staat en 


Name und Anschrift: (Familiermame, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sines oder Wohnsitzes des Anmelders, sofem nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i lalleBestim- 1 | alleBesairuriungsstaatenmit Ausnahme 1 | nur die Vereinigten 1 | die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | I angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i lalleBestim- | | alleBestimmungsstaaienmit Ausnahme 1 [ nur die Vereinigten | | die im Zusatzfeld 
fiirfolgendeStaaten: | | mungsstaaten I | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | lalleBestim- | 1 alleBesummungsstaaten mil Ausnahme 1 1 nur die Vereinigten | | die im Zusatzfeld 
fiirfolgendeStaaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | I angegebenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antra gsformular 



Feld Nr. V BESTIMMUN 



Blatt Nr. 



ST A A TEN 



Die foigenden Besummungen nach Resel 4.9 Absatz a werrien hiermit vorgenommen tbine die entsprechenden Kasichen ankreuzAi: *&ni$siens ein Kastchen 
muB an°ekreuzt werden'r. 

Resionales Patent 



AP 



EA 



ARJPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia. KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swasiland. 
UG Uganda. ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. der Venragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

Eurasisches Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan. KZ Kasachstan. MD Republik 
Moldau. RU Russische Foderation. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Venragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT isi 
g] EP Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien. CH und LI Schweiz und Liechtenstein. CY Zypern. 

DE Deutschiand. DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich. GR Griechenland. 
IE Irland. IT lialien. LU Luxemburg. MC Monaco. NL Niederlande. PT Portugal. SE~Schweden und jeder weitere Staai. 
der Venragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
0 OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CFZentralafrikanische Republik. CG Kongo. CI Cote d T I voire. CM Kamerun.G l 
GA Gabun. GN Guinea. ML Mali. MR Mauretanien. NE Niger. SN Senegal. TD Tschad. TG Togo und jeder weitere 
Staat. der Venragsstaat der OAPI und des PCT ist {fails eine andere Schutzrechtsart oder ein sonsii%es Verfahren gewiinschi wird, bine 
auf der geounkteien Unie angebeni 

i» 

Nationales Patent {fails eine andere Schutzrechisan oder ein sonsii°es Verfahren i>e*iinsatt wird. bine aufder %epunkteten Unie angebeni: 





AL 




AM 


Eel 


AT 




AU 




AZ 




BA 


El 


BB 


V— 1 


BG 


B 


BR 




BY 




CA 


(2 


CH 




CN 




CU 


s 


CZ 


D 


DE 


Ef 


DK 


0 


EE 




ES 


m 


FI 


0 


GB 


B 


GE 


in 


GH 




GM 










0 


HR 


0 


HU 




ID 


m 


IL 


s 


IS 


si 


JP 




KE 


a 


KG 


E 


KP 


H 


KR 




KZ 




LC 




LK 


a 


LR 



Albanien . 
Armenien 
Osterreich 
Austraiien 



Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

jnd LI Schweiz und Liechtenstein 

China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschiand 

Danemark 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 

Georgien 

Ghana 

Gambia 



(3 LS Lesotho 

IS LT Litauen 

0 LU Luxemburg 

13 LV Lettland 

0 MD Republik Moldau 

[3 MG Vladagaskar 

(2 MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

H MN Mongolei 

0 MW Malawi 

0 MX Mexiko 

B NO Norwegen 

(2 NZ Neuseeland 

H PL Poien 

g] PT Ponugal 

(3 RO Rumanien 

0 RU Russische Foderation 

(2 SD Sudan 

H SE Sehweden 

H SG Singapur 

13 SI Slowenien 

H SK Slowakei 

13 SL Sierra Leone 

0 TJ Tadschikistan 

(2 TM Turkmenistan 

El TR Turkei 

C9 TT Trinidad und Tobago 

(3 UA Ukraine 

0 UG Uganda 

(2 US Vereinigte Staaten von Amerika 



Kroatien 

Ungarn 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 13 

Kirgisistan Eif 

Demokratische Volksrepublik Korea Kl 

a 

Republik Korea Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

Kasachstan nationalen Patents), die dem PCT nach der Verbffentlichung 

c - T dieses Formblatts beisetreten sind: 

SaimLuc,a ^ Indien 

Sri Lanka H 

Liberia 0 .Grenada 



UZ 
VN 
YU 

zw 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben senannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen. die von dieser Erklarung ausgenommen sind." Der Anmeldef erklart. daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer Bestatigung stehenlind jede zusatzliche Bestimmuns. die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatigt wurde. nach" Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zurtickgenomrnen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung angegeben wird. und die Zahlung der Besiimmungs- una 
der Bestdtigungsgebiihr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von J 5 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSAN! 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



I I Weiiere Prioritai 



:tenzeichen 
der friiheren Anmeldung 



Tiihe^Knr 



ie sind im Zusatzfeld angegeben. 



1st die friiher^wimeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Ami 



intemationale Anmeldung: 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 
5. 5 



1998 



198 19 846.9 



Deutschland 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



[ X J Das Anmeldeamt wird ersuchi, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) ^- 

bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem intern ationalen Biiro zu ubermitteln (nur falls die fruhere Anmeldung(en) bei 
dem Ami eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser internationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 
* Falls es sich bei der friiheren Anmeldung um eine ARJPO -Anmeldung handelt. so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Sumt angegeben werden, der 
Mitgliedstaat der Pariser Verbandsubereinkunft turn Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die fruhere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 
(falls zwei oder mehr als zwei intemationale Recherchen- 
behorden fur die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von Ihnen gewahlte Behbrde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 

ISA/ EPA 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme anf diese 
fruhere Recherche (falls eine fruhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist): 

Datum (Tag/Monat/Jahr) Aktenzeichen Staat (oder regionales Ami) 



Feld Nr. Vm KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag 4 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 



Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 



Blattzahl insgesamt 



15 
3 

1 
10 

18 



51 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1 . Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 

2. Q Gesonderte unterzeichnete Vollmacht 

3. Q Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Priori tatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Q Gesonderte Angaben zu hinteriegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. Jt] Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. C3 Sonstige (einzeln auffiihren): Scheck (mit Originalunterlajgen 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung * 

veroffentlicht werden soli (Nr.): 


Sprache, in der die Kopie fur Prio-Beleq 

intemationale Anmeldung r 
eingereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 




Der Name Jederunierzeichhen 
aus dem^AntraR>sigibi t in v 



Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
Eigenschaft die Person unterzeichnet. 



uber 



Kunchen, 5. Mai 1999 



Patentan 



• Vom Anmeldeamt auszufullen . 



Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 



Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



□ nicht ein- 
gegangen: 



5. Internationale Recherchenbehorde to A / 

(falls zwei oder mehr zustandig sind): lo A / 



6. 



□ Ubennittlungdes Recherchenexemplars bis zur 
Zahlung der Kecherchengebiihr aufgeschoben 



• Vom Internationalen Biiro auszufullen . 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Biiro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Dieses Blatt^^^kcht Ted und zahlt nicht als Blatt der internatio^^^k Anmeldung. 



PCT 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzeichen des Anmelders „ 
oder An walls db/D 



Von Anmeldeamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



Eingangsstempel des Anmeldeamts 



Anmelder 



Deutsches Krebsf orschungszentrutn 



BERECHNUNG DER VORGESCHRIEBENEN GEBUHREN 
1. UBERMITTLUNGSGEBUHR 



150,00 



2. RECHERCHENGEB UHR 

Die Internationale Recherche ist durchzufuhren von 



2.198,35 



(Sind zwei oder mehr Internationale Reckerchenbehdrden fiir die Internationale Recherche zustandig, 
ist der Name der Behorde anzugeben, die die international Recherche durchfihren soli) 



3. INTERNATIONALE GEB UHR 
Grundgebuhr 

Die internationale Anmeldung enthalt 

umfaBt die ersten 30 Blatter . . . . 
21 19,00 



51 



Blatter. 



800,00 



bl 



Anzahl der Blatter Zusatzblattgebuhr 
uber 30 

Addieren Sie die in Feld bl und b2 eingetragenen 
Betrage, und tragen Sie die Summe in Feld B ein 



399,00 



b2 



1-199,00 



Bestimmungsgebuhren 

Die internationale Anmeldung enthalt 3 ^ estimmungen 
10 x 184,00 = 

Bestimmungsgebuhr 



1.840,00 



Anzahl der zu zahlenden 
Besummungsgebuhren (maximal II) 
Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen 

Betrage, und tragen Sie die Summe in Feld I ein . 

(Anmelder aus einigen Staatcn haben Anspntch auf eine Ermafiigung der internationalen Gebuhr um 75%. 
Hat der Anmelder (oder haben alle Anmelder) einen solchen Anspntch, so betragt der in Feld I einsaragende 
Gesamtbetrag 25% der Summe der in Feld B und D eingetragenen Betrage.) 

GEBUHR FUR PRIORITATSBELEG (ggf. ) 

GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBUHREN 

Addieren Sie die in Feldern T, S, I und P eingetragenen Betrage, 

und tragen Sie die Summe in das nebenstehende Feld ein 



D 



3.039,00 



35,00 



5.422,35 



INSGESAMT 



| | Die Bestimmungsgebuhren werden jetzt noch nicht gezahlt. 



ZAHLUNGSWEISE 

| [ Abbuchungsauftrag (siehe unten) | | Bankwechsel 

[x]( Scheck Nr- 312765077 O Barzahlung 

| | Postanweisung ' | | Gebuhrenmarken 



| | Kupons 

| | Sonstige (einzeln angeben): 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese Zahlungsweise gibt es nicht bei alien Anmeldedmtern) 

Das Anmeldeamt/ I I wird beauftragt. den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren von meinem laufenden 

' — ' Konto abzubuchen. 

I I wird beauftragt, Fehlbetrage oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags der 

' — ' Gebuhren meinem laufenden Konto zu belasten bzw. gutzuschreiben. 

I I wird beauftragt, die Gebuhr fur die Ausstellung des Prioritatsbelegs und seine Ubermittlung an das 

1 — ' Intemationale"Buro der WIPO von meinem laufenden Konto abzubuchen. 



Kontonummer 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



Formblatt PCT/RO/101 (Anhang) (Juli 1998) 



Siehe Anmericungen zum Blatt fur die Gebuhrenberechnung 



5. Mai 1999 



Anmelderin: 
Unser Zeichen: 



Deutsches Krebsforschungszentrum 
K2675 



Multivalente Antikdrper-Konstrukte 



Die vorliegende Erfindung betrifft multivalente F v -Antikorper-Konstrukte, sie 
kodierende Expressionsplasmide, und ein Verfahren zur Herstellunef der F v -Anti- 
korper-Konstrukte sowie ihre Verwendung. 

Naturliche Antikorper sind Dimere und werden daher als bivalent bezeichnet. Sie 
weisen vier variable Domanen, namlich zwei V H - und zwei V L -Domanen, auf. Die 
variablen Domanen dienen als Bindungsstellen fur ein Antigen, wobei eine Bin- 
dungsstelle aus einer V H - und einer V L -Domane ausgebildet ist. Naturliche Anti- 
korper erkennen jeweils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezifisch be- 
zeichnet werden. Ferner weisen sie auch konstante Domanen auf. Diese tragen zur 
Stabilitat der naturlichen Antikorper bei. Andererseits sind sie auch fur uner- 
wunschte Immunreaktionen mitverantwortlich, die entstehen, wenn naturliche Anti- 
korper verschiedener Tierarten wechselseitig verabreicht werden. 

Zur Vermeidung solcher Immunreaktionen werden Antikorper konstruiert, denen die 
konstanten Domanen fehlen. Insbesondere sind dies Antikorper, die nur noch die 
variablen Domanen aufweisen. Solche Antikorper werden mit F v -Antik6rper-Konstru- 
ten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form einzelkettiger, sich miteinander ge- 
paarter Monomere vor. 

Es hat sich allerdings gezeigt, da(3 F v -Antik6rper-Konstrukte nur eine geringe 
Stabilitat aufweisen. Ihre Verwendbarkeit fur therapeutische Zwecke ist daher stark 
eingeschrankt. 



Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, einen Antikorper 
bereitzustellen, mit dem unerwunschte Immunreaktionen vermieden werden kon- 
nen. Ferner soli er eine Stabilitat aufweisen, die ihn fur therapeutische Zwecke 
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einsetzbar macht. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen er- 
reicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein multivalentes F v -Antik6rper- 
Konstrukt, das eine groBe Stabilitat aufweist. Ein solches eignet sicb fur diagno- 
stische und therapeutische Zwecke. 

Die vorliegende Erfindung benjht auf den Erkenntnissen des Anmelders, daB die 
Stabilitat eines F v -Antik6rper-Konstruktes erhoht werden kann, wenn dieses in Form 
eines einzelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Domanen uber 
drei Peptidiinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der Anmelder erkannt, 
daB sich das F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der mittlere 
Peptidiinker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren aufweist Des weiteren hat 
der Anmelder erkannt, daB sich das F v -Antikdrper-Konstrukt mit anderen F v -Anti- 
korper-Konstrukten zusammenfaltet, wenn der mittlere Peptidiinker eine Lange von 
etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein multimeres, d.h. multivalentes, 
F v -Antikdrper-Konstrukt erhalten wird. Auch hat der Anmelder erkannt, daB das F v - 
Antikorper-Konstrukt multispezifisch sein kann. 

ErfindungsgemSB werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein multi- 
valentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier variable 
Domanen umfaBt, die uber die Peptidiinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

Der Ausdruck "F v -Antik6rper-Konstrukf weist auf einen Antikorper hin,.der variable 
Domanen, nicht aber konstante Domanen aufweist. 

Der Ausdruck "multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt n weist auf einen F v -Antik6rper 
hin, der mehrere variable Domanen, jedoch mindestens vier aufweist. Solches wird 
erreicht, wenn sich das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet, 
wodurch vier variable Domanen gegeben sind, oder sich mit anderen einzel- 
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kettigen F v -Antikorper-Konstrukten zusammenfaltet. In letzterem Fall liegt ein F v - 
Antikorper-Konstrukt vor, das 8, 12, 16, etc. variable Domanen aufweist. Gunstig ist 
es, wenn das F v -Antik6rper-Konstrukt vier oder acht variable Domanen aufweist, 
d.h. es ist bi- oder tetravalent (vgl. Fig. 1). Ferner konnen die variablen Domanen 
gleich oder verschieden voneinander sein, wodurch das Antikorper-Konstrukt ein 
oder mehrere Antigene erkennt. Vorzugsweise erkennt das Antikorper-Konstrukt ein 
oder zwei Antigene, d.h. es ist mono- bzw. bispezifisch. Beispiele soloher Antigene 
sind die Proteine CD19 und CD3. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 1, 3" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F v -Antik6rper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Die Peptidlinker 1 und 3 konnen gleich 
oder verschieden voneinander sein. Ferner kann der Peptidlinker eine Lange von 
etwa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem Fall ist der Peptidlinker lediglich 
eine Peptidbindung aus dem COOH-Rest einer der variablen Domanen und dem 
NH 2 -Rest einer anderen der variablen Domanen. Vorzugsweise weist der Peptid- 
linker die Aminosauresequenz GG auf. 

Der Ausdruck "Peptidlinker 2" weist auf einen Peptidlinker hin, der geeignet ist, 
variable Domanen eines F v -Antik6rper-Konstruktes miteinander zu verbinden. Der 
Peptidlinker kann jegliche Aminosauren enthalten, wobei die Aminosauren Glycin 
(G), Serin (S) und Prolin (P) bevorzugt sind. Ferner kann der Peptidlinker eine 
Lange von etwa 3-10 Aminosauren, insbesondere 5 Aminosauren, und ganz be- 
sonders die Aminosauresequenz GGPGS, aufweisen, wodurch erreicht wird, daf3 
sich das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit anderen einzelkettigen F v Anti- 
korper-Konstrukten zusammenfaltet. Des weiteren kann der Peptidlinker eine Lange 
von etwa 11-20 Aminosauren, insbesondere 15-20 Aminosauren, und ganz be- 
sonders die Aminosauresequenz (G 4 S) 4) aufweisen, wodurch erreicht wird, da(3 sich 
das einzelkettige F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet. 
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Ein erfindungsgemaBes F v -Antik6rper-Konstrukt kann clurch ubliche Verfahren 
hergestellt werden. Gunstig ist ein Verfahren, bei dem fur die Peptidiinker 1, 2 und 
3 kodierende DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper-Kon- 
struktes kodierenden DNAs ligiert werden derart, daB die Peptidiinker die variablen 
Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekul in einem Expres- 
sionsplasmid exprimiert wird. Es wird auf die Beispiele 1-6 verwiesen. Hinsichtlich 
der Ausdrucke "F^Antikorper-Konstrukt 11 und "Peptidiinker" wird auf vorstehende 
Ausfuhrungen verwiesen. Erganzend wird auf Maniatis, T. et al., Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 1982, verwiesen. 

DNAs, die fur ein erfindungsgemaBes F v -Antikdrper-Konstrukt kodieren, sind 
ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ferner sind Expressionsplasmi- 
de, die solche DNAs enthalten, auch Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Bevorzugte Expressionsplasmide sind pDISC3x19-LL, pDISC3x19-SL, pPIC-DISC- 
LL, pPIC-DISC-SL, pDISC5-LL und pDISC6-SL Die ersteren vier wurden bei der 
DSMZ (Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen) am 30. April 1998 
unter DSM 12150, DSM 12149, DSM 12152 bzw. DSM 12151 hinterlegt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit, umfassend: 

(a) ein erfindungsgemaBes F v -Antikdrper-Konstrukt, und/oder 

(b) ein erfindungsgemaBes Expressionsplasmid, sowie 

(c) ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel und Kontrollen. 

Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere Vertreter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereit, bei 
dem die variablen Domanen uber Peptidiinker miteinander verbunden sind. Ein 
solches Antikorper-Konstrukt zeichnet sich dadurch aus, daB es keineTeile enthatt, 
die zu unerwunschten Immunreaktionen fuhren konnen. Ferner weist es eine groBe 
Stabilitat auf. Des weiteren ermoglicht es mehrere Antigene gleichzeitig zu binden. 
Das erfindungsgemaBe F v -Antik6rper-Konstrukt eignet sich daher bestens nicht nur 
fur diagnostische, sondern auch fur therapeutische Zwecke verwendet zu werden. 
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Solche Zwecke konnen hinsichtlich jeder Erkrankung, insbesondere einer viralen, 
bakteriellen Oder Tumor-Erkrankung, gesehen werden. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die genetische Organisation eines erfindungsgemaBen F v -Antik6rper- 
Konstruktes (A) und Schemata zur Bildung eines bivalenten (B) bzw. letravalenten 
F v -Antikdrper-Konstruktes (C). Ag: Antigen; His 6 : sechs C-terminale Histidinreste; 
Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable Region der schweren und der leich- 
ten Kette. 

Fig. 2 zeigt das Schema zur Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und 
pDISC3x19-SL c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 
9E1 erkannt wird, His 6 : Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; 
PelB: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase (PelB-Leader); rbs: 
Ribosomenbindungsstelle; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V L : variable Region 
der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x19-LL 6xHis: Se- 
quenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das fur /3- 
Lactamase kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c- 
mya Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt 
wird; ColE1: Origin der DNA-Replikation; f1-IG: intergenische Region des Bakte- 
riophagen f1; Lac P/O: wt /aoOperon-Promotor/Operator; Linker 1: Sequenz, die 
fur ein GlyGly-Dipeptid kodiert, das die V H - und V L -Domanen verknupft; Linker 2: 
Sequenz, die fur ein (Gly 4 Ser) 4 -Polypeptid kodiert, das die hybriden scFv-Frag- 
mente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; 
rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und der 
leichten Kette. 

Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x19-SL. 6xHis: Se- 
quenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur /?-- 
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Lactamase kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c- 
mya Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt 
wird; ColE1: Origin der DNA-Replikation; fl-IG: intergenische Region des Bak- 
teriophagen f1; Lac P/O: wt /^oOperorvPromotor/Operator; Linker 1: Sequenz, die 
fur ein GlyGly-Dipeptid codiert, das die V H - und V L -Domanen verknupft; Linker 3: 
Sequenz, die fur ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das die hybriden scFv- 
Fragmente verknupft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectat- 
lyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren und 
der leichten Kette. 

Fig. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
durch das Expressionsplasmid pD!S3x19-LL kodierten bivalenten F v -Antik6rper- 
Konstruktes. c-myoEp\top: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Anti- 
korper 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region; Gerust: 
Gerustregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C-ter- 
minale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schwe- 
ren und der leichten Kette. 

Fig. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des durch das 
Expressionsplasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravalenten F v -Antik6rper-Kon- 
struktes. c-myoEp\top: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 
9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region, Gerust: Gerustre- 
gion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C-terminale 
Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pecta- 
lyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der schweren 
und der leichten Kette. 

Fig. 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidsequenz des 
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Saccharomyces ca/ei7S/^a<i-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 8 zeigt die Nukleotid- und die abgeieitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das bivalente F v -Antik6rper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpepticjsequenz des 
Saccharomyces ^/ei75/aa<y-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable Region der 
schweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

Fig. 9 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC5-LL. 6xHis: Sequenz, 
die fur sechs C-terminale Histidinreste kodiert; bla: Gen, das fur /3-Lactamase 
kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c-myc 
Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; 
hok-sok: Plasm id-stabilisierender DNA-Locus; Lad: Gen, das fur den Lac-Re- 
pressor kodiert; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; LacZ': Gen, das fur 
dasof-Peptid von B-Galactosidase kodiert; Linker 1: Sequenz, die fur ein GlyGIy- 
Dipeptid kodiert, das die V H - und V L -Domanen verknupft; Linker 2: Sequenz, die fur 
ein (Gly 4 Ser) 4 -Polypeptid kodiert, das die hybriden scFv-Fragmente verknupft; M13 
IG: intergenische Region des Bakteriophagen M13; pBR322ori: Ursprung der DNA- 
Replikation; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen Pectatlyase; rbs: 
Ribosomenbindungsstelle, die von dem E. coli lacZ Gen (lacZ), von dem Bakterio- 
phagen T7 Gen 10 (T7g10) oder von dem E. coli skp Gen (skp) stammt; skp: Gen, 
das fur den bakteriellen periplasmatischen Faktor Skp/OmpH kodiert; tHP: starker 
Transkriptions-Terminator; tIPP: Transkriptions-Terminator; V H und V L : variable 
Region der schweren und der leichten Kette. 

Fig. 10 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC6-SL. 6xHis: Sequenz, 
die fur sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur /3-Lactamase 
kodiert, die fur Ampicillinresistenz verantwortlich ist; bp: Basenpaare; c-myc 
Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 erkannt wird; 
hok-sok: Plasmid-stabilisierender DNA-Locus; Lacl: Gen, das fur den Lac-Re- 
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pressor kodiert; Lac P/O: wt lac-Operon-Promotor/Operator; LacZ': Gen, das fur 
das oc-Peptid von B-Galactosidase kodiert; Linker 1 : Sequenz, die fur ein GlyGly- 
Dipeptid kodiert, das die V H - und V L -Domanen verknupft; Linker 3: Sequenz, die fur 
ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid kodiert, das die hybriden scFv-Fragmente ver- 
knupft; M13 IG: intergenische Region des Bakteriophagen M13; pBR322ori: Ur- 
sprung der DNA-Replikation; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle, die von dem E. coli iacZ Gen (lacZ), 
von dem Bakteriophagen T7 Gen 10 (T7g10) oder von dem E. coli skp Gen (skp) 
stammt; skp: Gen, das fur den bakteriellen periplasmatischen Faktor Skp/OmpH 
kodiert; tHP: starker Transkriptions-Terminator; tIPP: Transkriptions-Terminator; V H 
und V L : variable Region der schweren und der leichten Kette. 



Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele eriautert. 

Beispiel 1: Konstruktion der Plasmide pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen F v -Antikorper-Konstrukten in Bakterien 

Die Plasmide pHOG-aCD19 und pHOG-dmOKT3, welche fur die scFv-Fragmente 
kodieren, die von dem Hybridom HD37, das fur menschliches CD19 (Kipriyanov et 
al. % 1996, J. Immunol. Meth. 196 . 51-62) spezifisch ist, bzw. von dem Hybridom 
OKT3, das fur menschliches CD3 (Kipriyanov et al. % 1997, Protein Eng. 10, 445- 
453) spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstruktion von Expressions- 
plasmiden fur ein einzelkettiges F v -Antikdrper-Konstrukt verwendet. Ein PCR- 
Fragment 1 der V H -Domane von Anti-CD19, gefolgt von einem Segment, das fur 
einen GlyGly-Linker codiert, wurde unter Verwendung der Primer DP1, 5'-TCA- 
CACA GAATTCT TAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC. und DP2, 5'- 
AGCACACGMMCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC, erzeugt (vgl. Fig. 2). 
Das PCR-Fragment 1 wurde mit EcdR\ und EcdRV gespalten und mit dem mit 
EccR\/ EcdPN linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor 
pHOG19-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V L -Domane von Anti-CD19, 



5. Mai 1999 




9 



gefolgt von einem Segment, das fur ein c-myc-Ep\top und einen Hexahistidinyl- 
schwanz codiert, wurde unter Verwendung der Primer DP3, 5'-AGCACA- 
CAAGCTTGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA, und DP4, 5*-AGCA- 
CACTCTAGAGACACACAGATCTTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGTTTAGG, 
erzeugt. Das PCR-Fragment 2 wurde mit Hind\\ und Xbsk gespalten und mit dem 
durch HindXMXbA linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch der Vektor 
pHOG3-19 erhalten wurde (vgl. Fig. 2). Das fur das hybride scFv-3-1 9> codierende 
Gen in dem Plasmid pHOG3-19 wurde mittels PCR mit den Primern Bi3sk, 5'- 
CAGCCGG CCATGG CGCAGGTGCAACTGCAGCAG und entweder Li-1, S'-TATA- 
T A C T G C A G C T G C ACCTGGCTACCACCAC- 
CACCGGAGCCGCCACCACCGCTACCACCGCCGCCAGAACCACCACCACC- 
AGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, zur Erzeugung eines langen flexiblen (Gly 4 Ser) 4 - 
inter-scFv-Linkers (PCR-Fragment 3, vgl. Fig. 2) oder Li-2, 5'-TATA- 
TACTGCAGCTGCACCTGCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, 
zur Erzeugung eines kurzen, starren GGPGS-Linkers (PCR-Fragment 4, vgl. Fig. 2) 
amplifiziert. Die Expressionsplasmide pDISC3x19-LL und pD!SC3x19-SL wurden 
durch Ligierung des A/cd//VJI-Restriktionsfragments aus pHOG19-3, umfassend 
das Vektorgerust und die A/cd/Z'^l-gespaltenen PCR-Fragmente 3 bzw. 4 
konstruiert (vgl. Fig. 3, 4). Die vollstandige Nukleotid- und Proteinsequenzen der 
bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antik6rper-Konstrukte sind in den Figuren 5 bzw. 
6 angegeben. 

Beispiel 2: Konstruktion der Plasmide pPIC-DISC-LL und pPIC-DISC-SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Hefe 

(A) Konstruktion von pPIC-DISC-SL 

Der Vektor pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Niederlande) zur Expression und Se- 
kretion von rekombinanten Proteinen in der Hefe Pichia pastoris wurde als Aus- 
gangsmaterial verwendet. Er enthalt ein Gen, das fur das Saccharomyces cerevi- 
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s/asor-Faktor-Sekretionssignal cocliert, gefolgt von einem Polylinker. Die Sekretion 
dieses Vektors beruht auf dem dominanten selektierbaren Marker, Zeocin™, der 
sowohl in Pichia als auch in E coli bifunktionell ist. Das Gen, das fur das 
tetravalente F v -Antikorper-Konstrukt (scDia-SL) codiert, wurde mittels PCR von der 
Matrize pDISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-PIC, 5'-CCGT GAAT- 
TCCAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, und pSEXBn 5'-GGTC- 
GACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG amplifiziert. Das so erhaltene PCR- 
Produkt wurde mit EccXW und Xb£ gespalten und in mit EcdWIXbd linearisiertes 
pPICZaA ligiert. Es wurde das Expressionsplasmid pPIC-DISC-SL erhalten. Die 
Nukleotid- und Proteinsequenzen des tetravalenten F v -Antik6rper-Konstruktes sind 
in Fig. 7 gezeigt. 

(B) Konstruktion von pPIC-DISC-LL 

Die Konstruktion von pPIC-DISC-LL wurde auf der Grundlage von pPICZaA 
(Invitrogen BV, Leek, Niederlande) und pDISC3x19-LL (vgl. Fig. 3) durchgefuhrt. 
Die Plasmid-DNA pPICZaA wurde mit EcdR\ gespalten. Die uberstehenden 5'- 
Enden wurden unter Verwendung eines Klenow-Fragments der cc?/ADNA-Poly- 
merase I aufgefullt. Die so erhaltene DNA wurde mit Xbtk gespalten, und das groBe 
Fragment, umfassend den pPIC-Vektor, wurde isoliert. Analog wurde die DNA von 
pDISC3x19-LL mit Ned gespalten und mit einem Klenow-Fragment behandelt. 
Nach der Spaltung mit Xbd wurde ein kleines Fragment, umfassend ein fur den 
bivalenten F v -Antik6rper kodierendes Gen, isoliert. Dessen Ligierung mit einer 
pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL Die Nukleotid- 
und Proteinsequenz des bivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes sind in Fig. 8 gezeigt. 

Beispiel 3: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Kon- 
struktes in Bakterien 

E co/AXL1-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die mit den Expressions- 
plasmiden pDISC3x19-LL bzw. pDISC3x19-SL transformiert worden waren, wurden 
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uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 fjg/tr\\ Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYT Ga ) 
bei 37°C gezuchtet. 1 :50-Verdunnungen der Ubernachtkulturen in 2x^1^ wurden 
als Kolbenkulturen bei 37°C unter Schutteln mit 200 UpM gezuchtet. Als die 
Kulturen einen OD^-Wert von 0,8 erreicht hatten, wurden die Bakterien durch 
10minutige Zentrifugation mit 1500 g bei 20°C pelletiert und in dem gleichen 
Volumen eines frischen 2xYT-Mediums, das 50 /zg/ml Ampicillin und 0,4 M Saccha- 
rose enthielt, resuspendiert. IPTG wurde bis zu einer Endkonzentratioavon 0,1 mM 
zugesetzt, und das Wachstum wurde bei Raumtemperatur (20-22°C) 18-20 h fort- 
gesetzt. Die Zellen wurden durch 10minutige Zentrifugation mit 5000 g bei 4°C 
geerntet. Der Kulturuberstand wurde zuruckgehalten und auf Eis gelagert. Um die 
loslichen periplasmatischen Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten Bakterien 
in 5% des Anfangsvolumens an eiskalter 50 mM Tris-HCI, 20% Saccharose, 1 mM 
EDTA, pH 8,0, resuspendiert. Nach einer Istundigen Inkubation auf Eis unter 
gelegentlichem Ruhren wurden die Spharoplasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C 
zentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uberstand und die 
Spharoplasten mit dem unloslichen periplasmatischen Material als Pellet erhalten 
wurden. Der Kulturuberstand und der losliche periplasmatische Extrakt wurden 
vereinigt, durch weitere Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 40 min) geklart. Das 
rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung (Endkonzentration 70% 
Sattigung) eingeengt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation (10.000 g, 
4°C, 40 min) gewonnen und in 10% des Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HCI, 1 
M NaCI, pH 7,0, aufgelost. Eine immobilisierte Metallaffinitatschromatographie 
(IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule an chelatierender 
Sepharose (Pharmacia), die mit Cu 2+ beladen war und mit 50 mM Tris-HCI, 1 M 
NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) equilibriert worden war, durchgefuhrt. Die Probe wurde 
durch ihr Leiten uber die Saule aufgeladen. Sie wurde dann mit zwanzig Saulen- 
volumina Startpuffer, gefolgt von Startpuffer mit 50 mM Imidazol, bis die Absorption 
bei 280 nm des Effluenten minimal war, gewaschen (etwa dreiBig Sauienvolumina). 
Das absorbierte Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0, eluiert. 

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bradford-Farbstoffbindungstest (1976, 
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Anal. Biochem., 72, 248-254) unter Verwendung des Bio-Rad(Munchen, 
Deutschland)-Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentrationen der gereinigten 
tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik6rper-Konstrukte wurden aus den A^-Werter! 
unter Verwendung der Extinktionskoeffizienten € 1ms/m! = 1,96 bzw. 1,93 bestimmt. 



Beispiel 4: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten Antikorper- 
Konstruktes in der Hefe Pichia pastohs 

Kompetente P. yPas/fcwsGSISS-Zellen (Invitrogen) wurden in Gegenwart von 10 //g 
Plasmid-DNA von pPIC-DISC-LL bzw. pPIC-DISC-SL, die mit Sad linearisiert 
worden war, elektroporiert Die Transformanten wurden 3 Tage bei 30°C auf YPD- 
Platten, die 100 /zg/ml Zeocin™ enthielten, selektiert. Die Klone, die bivalente bzw. 
tetravalente F v -Antik6rper-Konstrukte sezernierten, wurden durch Plattenscreening 
unter Verwendung eines anti-c-zwyo-mAk 9E10 (IC Chemikalien, Ismaning, 
Deutschland) selektiert. 

Zur Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antikdrper-Konstrukte wurden 
die Klone in YPD-Medium in Schuttelkolben 2 Tage bei 30°C unter Ruhren gezuch- 
tet. Die Zellen wurden zentrifugiert, in dem gleichen Volumen des Mediums, das 
Methanol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei 30°C unter Ruhren in- 
kubiert. Die Uberstande wurden nach der Zentrifugation gewonnen. Das rekombi- 
nante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung, gefolgt von IMAC, wie vorste- 
hend beschrieben, isoliert. 

Beispiel 5: Charakterisierung des tetravalenten bzw. bivalenten F v - 
Antikorper-Konstruktes 

(A) GroBenausschluBchromatographie 

Eine analytische Gelfiltration der F v -Antik6rper-Konstrukte wurde in PBS unter Ver- 
wendung einer Superdex-200-HR10/30-Saule (Pharmacia) durchgefuhrt. Das 
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Probenvolumen und die FlieBgeschwindigkeit betrugen 200 /il/min bzw. 0,5 ml/min. 
Die Saule wurde mit hoch- und niedermolekularen Gelfiltrations-Kalibrationskits 
(Pharmacia) kalibriert. 

(B) DurchfluBzytometrie 

Die menschliche CD3 + /CD19"-akute-T-Zell-Leukamielinie Jurkat undjdie CD19 + /- 
CD3'-B-Zellinie JOK-1 wurden fur die DurchfluBzytometrie verwendet 5 x 10 5 Zelten 
in 50 /A RPMI 1640-Medium (GIBCO BRL, Eggestein, Deutschland), das mit 10% 
FCS und 0,1% Natriumazid supplementiert war (als vollstandiges Medium bezeich- 
net), wurden mit 100 jul der F v -Antik6rper-Praparate 45 min auf Eis inkubiert. Nach 
Waschen mit dem vollstandigen Medium wurden die Zellen mit 100 /J 10 //g/ml 
anti-c-/77yaMak 9E10 (IC Chemikalien) in dem gleichen Puffer 45 min auf Eis in- 
kubiert. Nach einem zweiten Waschzyklus wurden die Zellen mit 100 fA des FITC- 
markierten Ziege-anti-Maus-IgG (GIBCO BRL) unter den gleichen Bedingungen wie 
vorher inkubiert. Die Zellen wurden dann emeut gewaschen und in 100 /A 1 /zg/ml- 
Propidiumiodid-Losung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in vollstandigem Me- 
dium unter AusschluB von toten Zellen resuspendiert. Die relative Fluoreszens der 
gefarbten Zellen wurde unter Verwendung eines FACScan-DurchfluBzyto meters 
(Becton Dickinson, Mountain View, CA) gemessen. 

(C) Cytotoxizitatstest 

Die CD19-exprimierende Burkitt-Lymphoma-Zellinie Raji und Namalwa wurden als 
Zielzellen verwendet. Die Zellen wurden in RPMI 1640 (GIBCO BRL),. das mit 10% 
hitzeinaktiviertem FCS (GIBCO BRL), 2 mM Glutamin und 1 mM Pyruvat supple- 
mentiert war, bei 37?C in einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5% C0 2 inkubiert. 
Die cytotoxischen T-Zell-Tests wurden in RPMI-1640-Medium, das mit 10% FCS, 10 
mM HEPES, 2 mM Glutamin, 1 mM Pyruvat und 0,05 mM 2-ME supplementiert 
war, durchgefuhrt. Die cytotoxische Aktivitat wurde unter Verwendung eines 
Standard [ 51 Cr]-Freisetzungstests bewertet; 2 x 10 6 Zielzellen wurden mit 200 //Ci 
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Na^CrjC^ (Amersham-Buchler, Braunschweig, Deutschland) markiert und 4mal 
gewaschen und anschlieBend in Medium in einer Konzentration von 2 x 10 5 /ml 
resuspendiert. Die Effektorzellen wurden auf eine Konzentration von 5 x 10 6 /ml 
eingestellt. Zunehmende Mengen an CTLs in 100 >lzI wurden auf 10 4 Ziel- 
zellen/Vertiefung in 50 (A titriert. 50 /J Antikorper wurden jeder Vertiefung zugesetzt. 
Der gesamte Test wurde dreifach angesetzt und 4 h bei 37°C inkubiert. 100 /J des 
Uberstands wurden gewonnen und auf [^Cr] -Freisetzung in einem ga^ma-Zahler 
(Cobra Auto Gamma; Canberra Packard, Dreieich, Deutschland) getestet. Die 
maximale Freisetzung wurde durch Inkubation der Zielzellen in 10% SDS bestimmt, 
und die spontane Freisetzung wurde durch Inkubation der Zellen in Medium allein 
bestimmt. Die spezifische Lyse (%) wurde berechnet als: (experimented Frei- 
setzung - spontane Freisetzung)/(maximale Freisetzung - spontane Freisetzung) x 
100. 

Beispiel 6: Konstruktion der Plasmide pDISC5-LL und pDISC6-SL zur Ex- 
pression von bivalenten, bispezifischen bzw. tetravalenten, 
bispezifischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Bakterien durch 
Hoch-Zelldichte-Fermentation 

Es wurden Expressionsvektoren hergestellt, die das hok/sok Plasmid-freie Zell- 
"suicide"-System und ein Gen enthielten, das fur den Skp/OmpH periplasmatischen 
Faktor fur eine groBere Herstellung rekombinanter Antikorper kodiert. Das skp Gen 
wurde durch PCR mittels der Primer skp-1 , 5'-CGA ATT CTT AAG ATA AGA AGG 
AGT TTA TTG TGA AAA AGT GGT TAT TAG CTG CAG G und skp-2, 5'-CGA ATT 
AAG CTT CAT TAT TTA ACC TGT TTC AGT ACG TCG G unter Verwendung des 
Plasmids pGAH317 (Hoick and Kleppe, 1988, Gene 67, 117-124) amplifiziert. Das 
erhaltene PCR-Fragment wurde mit Aflll und Hindlll gespalten und in das mit 
Afill/Hindlli linearisierte Plasmid pHKK (Horn et al., 1996, Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 46, 524-532) inseriert, wodurch der Vektor pSKK erhalten wurde. Die in 
5 den Plasmiden pDISC3x19-LL und pDISC3x19-SL enthaltenen und fur die scFv- 
Antikorper-Konstrukte kodierenden Gene wurden durch PCR mittels der Primer fe- 
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1 , 5'-CGA ATT TCT AGA TAA GAA GGA GAA ATT AAC CAT GAA ATA CC und fe- 

2, 5'-CGA ATT CTT AAG CTA TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG TGA G 
amplifiziert. Die Xbal/Aflll gespaltenen PCR-Fragmente wurden in pSKK vor dem 
skp Insert inseriert, wodurch die Expressionsplasmide pDISC5-LL bzw. pDISC6-SL 
erhalten wurden, die tri-cistronische Operons unter der Kontrolle des lac 
Promotor/Operator-Systems enthalten (vgl. Fig. 9, 10). 
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K2675 

Patentanspruche 

1. Multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt mit mindestens vier variablen Doma- 
nen, die uber die Peptidiinker 1, 2 und 3 miteinander verbunden sind. 

2. F v -Antikdrper-Konstrukt nach Anspruch 1 , wobei die Peptidiinker 1 und 3 0 - 
10 Aminosauren aufweisen. 

3. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 2, wobei die Peptidiinker 1 und 3 die 
Aminosauresequenz GG aufweisen. 

4. F v -Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v -Anti- 
korper-Konstrukt bivalent ist. 

5. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 4, wobei der Peptidiinker 2 11-20 
Aminosauren aufweist. 

6. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 4 oder 5, wobei der Peptidiinker 2 
die Aminosauresequenz (G 4 S) 4 aufweist. 

7. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, wobei das F v -Anti- 
korper-Konstrukt tetravalent ist. 

8. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7, wobei der Peptidiinker 2 3-10 
Aminosauren aufweist. 

9. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 7 oder 8, wobei der Peptidiinker 2 
die Aminosauresequenz GGPGS aufweist. 
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10. F v -Antikdrper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das F v -Anti- 
korper-Konstrukt multispezifisch ist. 

11. F v -Antik6rper-Konstrukt nach Anspruch 10, wobei das F v -Antik6rper- 
5 Konstrukt bispezifisch ist. 

12. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das F v - 
Antikdrper-Konstrukt monospezifisch ist. 

10 13. Verfahren zur Herstellung des multivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes nach 
einem der Anspruche 1-12, wobei fur die Peptidlinker 1, 2 und 3 kodierende 
DNAs mit fur die vier variablen Domanen eines F v -Antik6rper-Konstruktes 
kodierenden DNAs ligiert werden derart, da(3 die Peptidlinker die variablen 
Domanen miteinander verbinden, und das erhaltene DNA-Molekul in einem 

15 Expressionsplasmid exprimiert wird. 

14. Expressionsplasmid, kodierend fur das multivalente F v -Antikorper-Konstrukt 
nach einem der Anspruche 1-12. 

20 15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x19-LL. 

16. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC3x19-SL 

17. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC-LL. 

18. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC-SL. 

19. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC5-LL. 



25 



30 20. 



Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pDISC6-SL. 
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21. Verwendung des multivalenten F v -Antikdrper-Konstruktes nach einem der 
Anspruche 1-12 zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 



22. 

5 



Verwendung nach Anspruch 21, wobei die Erkrankungen virale, bakterielle 
oder Tumor-Erkrankungen sind. 
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K2675 

Zusammenfassung 

Multivalente Antikorper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt mit 
mindestens vier variablen Domanen, die uber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 mitein- 
ander verbunden sind. Ferner betrifft die Erfindung Expressionsplasmide, die fur 
ein solches F v -Antik6rper-Konstrukt codieren, und ein Verfahren zur Herstellung der 
F v -Antik6rper-Konstrukte sowie deren Verwendung. 



1 

SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Deutsches Krebsf orschungszentrum 

(B) STRASSE: Im Neuenheiraer Feld 280 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Deutschland ^ 
<F) POSTLEITZAHL: 69120 " 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Multivalente Antikoerper-Xons trukte 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: I3M PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1698 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANT I SENSE: NEIN 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE : 2 8 . .1689 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE : 2 8 . .1689 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 



GAATTCATTA AAGAGGAGAA ATTAACC ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA 

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala 
1 5 
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GCC GCT GGC TTG CTG CTG CTG GCA GCT CAG CCG GCC ATG GCG CAG GTG 99 
Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val 
10 15 20 

CAA CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA GTG 147 
Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val 
25 30 35 40 

AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AGG TAC ACG ATG 195 
Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met 
45 50 55 

CAC TGG GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC 2 4 3 

His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Tyr 
60 65 70 

ATT AAT CCT AGC CGT GGT TAT ACT AAT TAC AAT CAG AAG TTC AAG GAC 291 
lie Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Asd 
75 80 85 

AAG GCC ACA TTG ACT ACA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAA 33 9 

Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin 
90 95 100 

CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA 387 
Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 
105 110 115 120 

TAT TAT GAT GAT CAT TAC AGC CTT GAC TAC TGG GGC CAA GGC ACC ACT 43 5 

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr 
125 130 135 

CTC ACA GTC TCC TCA GCC AAA ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC 4 83 

Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp lie 
140 145 150 

TTG CTC ACC CAA ACT CCA GCT TCT TTG GCT GTG TCT CTA GGG CAG AGG 531 
Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg 
155 160 165 

GCC ACC ATC TCC TGC AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT 57 9 

Ala Thr lie Ser Cys Lys Ala Ser Gin Ser Val Asd Tyr Asp Gly Asp 
170 175 180 

AGT TAT TTG AAC TGG TAC CAA CAG ATT CCA GGA CAG CCA CCC AAA CTC 627 
Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin lie Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu 
185 190 195 200 

CTC ATC TAT GAT GCA TCC AAT CTA GTT TCT GGG ATC CCA CCC AGG TTT ■ 67 5 

Leu lie Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly lie Pro Pro Arg Phe 
205 210 215 

AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC CTC AAC ATC CAT CCT GTG 72 3 

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn lie His Pro Val 
220 225 230 



GAG AAG GTG GAT GCT GCA ACC TAT CAC TGT CAG CAA AGT ACT GAG GAT 771 
Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp 
235 240 245 

CCG TGG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCT GAT 819 
Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg Ala Asp 
250 255 260 

GCT GCG GCC GCT GGT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGT GGT AGC GGT GGT 867 
Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gl£ 
265 270 275 280 

GGC GGC TCC GGT GGT GGT GGT AGC CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GGG "915 
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly 
285 290 295 

GCT GAG CTG GTG AGG CCT GGG TCC TCA GTG AAG ATT TCC TGC AAG GCT 9 63 

Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser Ser Val Lys lie Ser Cys Lys Ala 
300 305 310 

TCT GGC TAT GCA TTC AGT AGC TAC TGG ATG AAC TGG GTG AAG CAG AGG 1011 
Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr Trr> Met Asn Trp Val Lys Gin Arg 
315 320 325 

CCT GGA CAG GGT CTT GAG TGG ATT GGA CAG ATT TGG CCT GGA GAT GGT 10 59 

Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Gin lie Trp Pro Gly Asp Gly 
330 335 340 

GAT ACT AAC TAC AAT- GGA AAG TTC AAG GGT AAA GCC ACT CTG ACT GCA 1107 
Asd Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala 
345 350 355 360 

GAC GAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC CTA GCA TCT 1155 
Asd Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser 
365 370 375 

GAG GAC TCT GCG GTC TAT TTC TGT GCA AGA CGG GAG ACT ACG ACG GTA 12 03 

Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val 
380 385 390 

GGC CGT TAT TAC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC 12 51 

Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val 
395 400 405 

ACC GTC TCC TCA GCC AAA ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC GTG 12 9 9 

Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asd lie Val 
410 415 420 

CTC ACT CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC 13 47 

Leu Thr Gin Ser Pro Ala lie Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val 
425 430 435 440 

ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG AAC TGG TAC 13 95 

Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr 
445 450 455 



CAG CAG AAG TCA GGC ACC TCC CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC AC A TCC 14 43 

Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp lie Tyr Asp Thr Ser 
460 465 470 

AAA CTG GCT TCT GGA GTC CCT GCT CAC TTC AGG GGC AGT GGG TCT GGG 14 91 

Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg Glv Ser Gly Ser Gly 
475 480 485 

ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC GGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC 1539 
Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lie Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala 
490 495 500 

ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCA TTC ACG TTC GGC TCG 1587 
Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser 
505 510 515 520 

GGG ACA AAG TTG GAA ATA AAC CGG GCT GAT ACT GCA CCA ACT GGA TCC 163 5 

Gly Thr Lys Leu Glu lie Asn Arg Ala Asd Thr Ala Pro Thr Gly Ser 
525 530 535 

GAA CAA AAG CTG ATC TCA GAA GAA GAC CTA AAC TCA CAT CAC CAT CAC 1683 
Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu Asd Leu Asn Ser His His His His 
540 545 550 

CAT CAC TAATCTAGA 1698 
His His 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 554 Aminosauren 

(B) ART: Aroinosaure 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO : 2: 

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala 
15 10 15 

Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu 
20 25 30 

Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly 
35 40 45 

Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly 
50 55 60 

Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Tyr lie Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr 
65 '"70 75 80 



Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys 
85 90 95 

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 
100 105 110 

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tvr Tyr Asn Asp His Tyr Ser Leu 
115 120 125 

Asr> Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
130 135 140 ^ 

Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asd lie Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr lie Ser Cys Lys Ala Ser 
165 170 175 

Gin Ser Val Asp Tyr Asd Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin 
180 185 190 

lie Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu Leu lie Tyr Asp Ala Ser Asn Leu 
195 200 205 

Val Ser Gly lie Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp 
210 215 220 

Phe Thr Leu Asn lie His Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr 
225 230 235 240 

His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr 
245 250 255 

Lys Leu Glu lie Lys Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly 
260 265 270 

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
275 280 285 

Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser 
290 295 300 

Ser Val Lys lie Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tvr Ala Phe Ser Ser Tyr 
305 310 315 320 

Trp Met Asn Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie 
325 330 335 

Gly Gin lie Trp Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe 
340 345 350 

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
355 - 360 365 



Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asd Ser Ala Val Tyr Phe Cys 
370 375 380 

Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val Gly Arg Tvr Tyr Tyr Ala Met Asp 
385 390 395 400 

Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr 
405 410 415 

Pro Lys Leu Gly Glv Asd lie Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala lie Met 
420 425 430 "* 

Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser 
435 440 445 

Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro 
450 " 455 460 

Lys Arg Trp lie Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala 
465 470 475 480 

His Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lie Ser 
485 490 495 

Glv Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tvr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser 
500 505 510 

Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Asn Arg 
515 520 525 

Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly Ser Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu 
530 535 540 

Asp Leu Asn Ser His His His His His His 
545 550 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 1653 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(ix) 



MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE:28. .1644 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : mat_peptide 
(3) LAGE: 28 . . 1644 

{xi> SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCATTA AAGAGGAGAA ATTAACC ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA 51 

Met Lys Tvr Leu Leu Pro Thr Ala 
1 5 _ 

GCC GCT GGC TTG CTG CTG CTG GCA GCT CAG CCG GCC ATG GCG CAG GTG 99 
Ala Ala -Glv Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val 
10 " 15 20 

CAA CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA GTG 147 
Gin Leu Gin Gin Ser Glv Ala Glu Leu Ala Ara Pro Gly Ala Ser Val 
25 30 35 40 

AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AGG TAC ACG ATG 195 
Lvs Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met 
45 " 50 55 

CAC TGG GTA AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTG GAA TGG ATT GGA TAC 243 
His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Tyr 
50 " 65 70 

ATT AAT CCT AGC CGT GGT TAT ACT AAT TAC AAT CAG AAG TTC AAG GAC 291 
lie Asn Pro Ser Arg Gly TVr Thr Asn Tvr Asn Gin Lys Phe Lvs Asp 
75 80 85 

AAG GCC ACA TTG ACT ACA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAA 33 9 

Lys Ala Thr Leu Thr Thr Astd Lvs Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin 
90 95 100 

CTG AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA 387 
Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Aso Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 
105 110 115 120 

TAT TAT GAT GAT CAT TAC AGC CTT GAC TAC TGG GGC CAA GGC ACC ACT 43 5 

Tvr Tvr Asp Aso His Tyr Ser Leu Asd Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr 
125 " 130 135 

CTC ACA GTC TCC TCA GCC AAA ACA ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC 483 
Leu Thr Val Ser Ser Ala Lvs Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp lie 
140 " 145 150 

TTG CTC ACC CAA ACT CCA GCT TCT TTG GCT GTG TCT CTA GGG CAG AGG 531 
Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg 
155 160 165 

GCC ACC ATC TCC TGC AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT 579 
Ala Thr He Ser Cys Lvs Ala Ser Gin Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp 
170 175 180 



8 

AGT TAT TTG AAC TGG TAC CAA CAG ATT CCA GGA CAG CCA CCC AAA CTC 627 

Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin lie Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu 
185 190 195 200 

CTC ATC TAT GAT GCA TCC AAT CTA GTT TCT GGG ATC CCA CCC AGG TTT 675 
Leu lie Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly lie Pro Pro Arg Phe 
205 210 215 

AGT GGC AGT GGG TCT GGG AC A GAC TTC ACC CTC AAC ATC CAT CCT GTG 723 
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn lie His Pro Val 
220 225 230 ~ 

GAG AAG GTG GAT GCT GCA ACC TAT CAC TGT CAG CAA AGT ACT GAG GAT 771 
Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asd 
235 240 245 

CCG TGG ACG TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCT GAT 819 
Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lie Lys Arg Ala Asp 
250 255 260 

GCT GCG GCC GCT GGT GGC CCA GGG TCG CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT 867 
Ala Ala Ala Ala Gly Gly Pro Gly Ser Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser 
265 270 275 280 

GGG GCT GAG CTG GTG AGG CCT GGG TCC TCA GTG AAG ATT TCC TGC AAG 915 
Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser Ser Val Lys lie Ser Cys Lys 
285 290 295 

GCT TCT GGC. TAT GCA TTC AGT AGC TAC TGG ATG AAC TGG GTG AAG CAG ' 963 

Ala Ser Gly Tvr Ala Phe Ser Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gin 
300 305 310 

AGG CCT GGA CAG GGT CTT GAG TGG ATT GGA CAG ATT TGG CCT GGA GAT 1011 
Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp lie Gly Gin lie Trp Pro Gly Asp 
315 320 325 

GGT GAT ACT AAC TAC AAT GGA AAG TTC AAG GGT AAA GCC ACT CTG ACT 1059 
Gly Asd Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr 
330 335 340 

GCA GAC GAA TCC TCC AGC AC A GCC TAC ATG CAA CTC AGC AGC CTA GCA 1107 
Ala Aso Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tvr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala 
345 350 355 360 

TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TTC TGT GCA AGA CGG GAG ACT ACG ACG 1155 
Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr 
365 370 375 

GTA GGC CGT TAT TAC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA 1203 
Val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Ser 
380 385 390 

GTC ACC GTC TCC TCA GCC AAA AC A ACA CCC AAG CTT GGC GGT GAT ATC 12 51 

Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp lie 
395 400 405 



GTG CTC ACT CAG TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG 1299 

Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala lie Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys 
410 415 420 

GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG AAC TGG 1347 

Val Thr Met Thr Cvs Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp 
425 430 435 440 

TAC CAG CAG AAG TCA GGC ACC TCC CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC ACA 13 95 

Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg Trp lie Tyr Asp Thr 
445 450 455 ^ 

TCC AAA CTG GCT TCT GGA GTC CCT GCT CAC TTC AGG GGC AGT GGG TCT 1443 

Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala His Phe Arg Gly Ser Gly Ser 
460 465 470 

GGG ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC GGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT 14 91 

Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lie Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala 

475 480 485 

GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG AGT AGT AAC CCA TTC ACG TTC GGC 153 9 

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly 
490 " 495 500 

TCG GGG ACA AAG TTG GAA ATA AAC CGG GCT GAT ACT GCA CCA ACT GGA 1587 

Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Asn Arg Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly 
505 510 515 520 

TCC GAA CAA AAG CTG ATC TCA GAA GAA GAC CTA AAC TCA CAT CAC CAT 163 5 

Ser Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu Asn Leu Asn Ser His His His 
525 530 535 

CAC CAT CAC TAATCTAGA 1653 
His His His 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 53 9 AminosaUren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala 
15 10 15 

Ala Gin Pro Ala Met Ala Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu 
20 25 30 

Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly 
35 40 45 



Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly 
50 55 60 

Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Tyr He Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr 
65 70 75 80 

Asn Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys 
85 90 95 

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp 
100 105 HO 

Se^ Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Ser Leu 
115 120 125 

Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
130 135 140 

Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp He Leu Leu Thr Gin Thr Pro Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gin Arg Ala Thr He Ser Cys Lys Ala Ser 
165 170 175 

Gin Ser val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gin Gin 
180 185 190 

He Pro Gly Gin Pro Pro Lys Leu Leu He Tyr Asp Ala Ser Asn Leu 
195 200 205 

Val Ser Gly He Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp 
210 215 220 

Phe Thr Leu Asn He His Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr 
225 230 235 240 

His Cys Gin Gin Ser Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr 
245 250 255 

Lys Leu Glu He Lys Arg Ala Asp Ala Ala Ala Ala Gly Gly Pro Gly 
260 265 270 

Se^ Gin Val Gin Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly 
275 280 285 

Ser Ser Val Lys He Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser 
290 295 300 

Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys Gin Arg Pro Gly Gin Gly Leu Glu Trp 
305 310 315 320 

He Gly Gin He Trp Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys 



325 



330 



335 
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Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asd Glu Ser Ser Ser Thr Ala 
340 345 350 

Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Aso Ser Ala Val Tyr Phe 
355 360 365 

Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met 
370 375 380 

Asp Tyr Trr> Gly Gin Glv Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr 
385 390 395 - 400 

Thr Pro Lys Leu Gly Gly Asp lie Val Leu Thr Gin Ser Pro Ala lie 
405 410 415 

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lvs Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser 
420 425 430 

Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gin Gin Lys Ser Gly Thr Ser 
435 440 445 

Pro Lys Arg Trp lie Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro 
450 455 460 

Ala His Phe Arg Glv Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lie 
465 ** 470 475 480 

Ser Gly Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp 
485 490 495 

Ser Ser Asn Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu lie Asn 
500 505 510 

Arg Ala Asp Thr Ala Pro Thr Gly Ser Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu 
515 520 525 

Glu Asd Leu Asn Ser His His His His His His 
530 535 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 
TATATACTGC AGCTGCACCT GCGACCCTGG GGCACCAGCG GCCGCAGCAT CAGCCCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

{iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO : 6: 
CCGTGAATTC CAGGTGCAAC TGCAGCAGTC TGGGGCTGAA CTGGC 
( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7 : 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : 1 inear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 7: 
GGTCGACGTT AAC CGAC AAA C AAC AG AT AA AACG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE:- 34 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
<ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL : CDS * 

(B) LAGE : 1 . .348 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE : 1 . .348 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 

ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC 4 8 

Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA 9 6 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 

ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC 144 
lie Pro Ala Glu Ala Val lie Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 

GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG 192 
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA 240 
Phe lie Asn Thr Thr lie Ala Ser lie Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val 
65 70 75 80 

TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA TTC CAG GTG CAA CTG CAG 2 88 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Gin Val Gin Leu Gin 
85 90 95 

CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA GTG AAG ATG TCC 33 6 

Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser 
100 105 110 

TGC AAG GCT TCT 348 
Cys Lys Ala Ser 
115 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 116 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaur e 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 

lie Pro Ala Glu Ala Val lie Gly Tyr Ser Aso Leu Glu Gly Asd Phe 
35 40 45 

Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

Phe lie Asn Thr Thr lie Ala Ser lie Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val 
65 70 75 80 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Gin Val Gin Leu Gin 
85 90 95 

Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser 
100 105 110 

Cys Lys Ala Ser 
115 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 354 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE : 1 . .3 54 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_pept ide 

(B) LAGE : 1 . -354 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC 48 
Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA CAA 96 
Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Aso Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 

ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG GAT TTC' 144 
lie Pro Ala Glu Ala Val lie Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 40 45 

GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG 192 
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

TTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA 240 
Phe lie Asn Thr Thr lie Ala Ser lie Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val 
65 70 75 80 

TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GAA TTC ATG GCG CAG GTG CAA 2 88 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Met Ala Gin Val Gin 
85 90 95 

CTG CAG CAG TCT GGG GCT GAA CTG GCA AGA CCT GGG GCC TCA GTG AAG 33 6 

Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys 
100 105 110 

ATG TCC TGC AAG GCT TCT 354 
Met Ser Cys Lys Ala Ser 
115 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 118 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Met Arg Phe Pro Ser lie Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser 
15 10 15 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gin 
20 25 30 



lie Pro Ala Glu Ala Val lie Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe 
35 ~ 40 45 
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Aso Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu 
50 55 60 

Phe lie Asn Thr Thr lie Ala Ser lie Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val 
65 70 75 80 

Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Glu Phe Met Ala Gin Val Gin 
85 90 95 

Leu Gin Gin Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys 
100 105 110 ~ 

Met Ser Cvs Lys Ala Ser 
ll5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 42 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREI3UNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 12: 
TCACACAGAA TTCTTAGATC TATTAAAGAG GAGAAATTAA CC 42 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 



AGCACACGAT ATCACCGCCA AGCTTGGGTG TTGTTTTGGC 



40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = n Primer - 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 14: 
AGCACACAAG CTTGGCGGTG ATATCTTGCT CACCCAAACT CCA 43 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 15: 
AGCACACTCT AGAGACACAC AGATCTTTAG TGATGGTGAT GGTGATGTGA GTTTAGG 57 
{ 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 16: 
CAGCCGGCCA TGGCGCAGGT GCAACTGCAG CAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 102 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einz el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
TATATACTGC AGCTGCACCT GGCTACCACC ACCACCGGAG CCGCCACCAC CGCTACCACC 
GCCGC C AGAA CCACCACCAC CAGCGGCCGC AGCATCAGCC CG 



60 
102 
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EcoRI RBS PelB leader Ncol 

I CAATTCATTAAAGAGGAG AAATTAA.CCA T G A^T.^CCT ATr^CrrACG^^^CGClV^ 7l'L i:^^r^r^r^r^r I OT^r i(A-~-~- yrrr; 

L P T A A A G L L L L A A 0 ? A M 

VH anti-C03 
lAAGATGTCC7GCAAjGC<r_T^ 

22 > A Q V Q L Q Q S G A E L A X ? G A S V X M 3 C X A 5 G Y T F T 
CDR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

133 TAGGTACACGATGCA CTGGGTA^AAA.CAjGAGGC C^<L^Q-.GGGTCTGaAATGGATTGGA. TACATT AA TCCTAGCCGTGGTTATAC 
52 > X Y T M H W V X Q R ? G Q G L E W I G Y IMPSRGYT 

Frame-H3 — 

257 TAATTACAATCAGAAGTTC AAGG ACA AGGCTl\CATTtLACTACAGA^^^ - ^r^^r-T ;g-"^ir 

30> N Y N Q X F X D X A T L T T D K £ S S T A Y >! Q L S £ L T 

CDR-H3 .--arne-Hd 
334 ATCTGAGGA.CTCTGCAjGTCTATTAC^ GATCATTACAGCCTTGACTA CT GG3SCCAAGGC-.CCACTC?^A 

109 > S £ D 3 A V Y Y C A R Y Y D D H Y £ L D Y W G Q G T T L 

CHI Linker 7 Frame-Ll VL an ti- CD 19 

440 CAGTCTCCTCA GC CAAAACAA.C ACC C AAGCTT GGCGG 7^SrATCZTGCZ^JZZZ>J^J^CTCC^.C ^. ' L ' ' L * 1 GG"TGTGTCTCTAjGGGGACA 
I38> T V S 3 A X T T ? X L G G D I L L T Q T ? A £ L A I 5 L G Q 

COR-U Frame-L2 
520 GGGCCACGATX2TCGTGC AA GGCCAGCC AAA GTGT?GA??ATGA?GGTGA?AGTTA???G AA C TGGTACCAA.C-I2ATrCCAGG£jC 
153 > R A T I 5 C X A £ Q £ V D Y D G D £ Y L M W Y Q Q I ? G 

CDR-L2 Frame-L3 

514 AGCCACC^AAACTCGTCATCTAT ^ 

196 >Q ? ? X L L I Y 2 A S M L V S G Z ? ? R F £ G £ G £ G T D F 

COR-L3 Frame-Li 

702 C^CCtTTCAACATCCATCC^ 

225 > T L N I HP'/ Z X V D A A T Y H C Q Q 5 T Z 3 ? W T F G G 

C'/cacca Notl Linker 2 

790 GGCACCAAGCTGGAAATCAAA CGGGCTGATGCT^ 

255 ► G T X L E I X X A D A A A A G G G G S G G G G S G G G G 

Pvull Frame-H1 VH anti-C019 

283 > S G G G G S Q V Q L Q Q 3 G A E L V X ? G S £ V X I £ C X 

COR-H1 Frame-H2 CDR-H2 

962 CTTC^IGGCTATGCATTCAJGT AGCTACTGGATGAACT G^ 

312 > A S G Y A F £ S Y W M N W V X Q X ? G Q G L E W I G Q I W . 

Psil Frame-H3 

1049 C T G G AG AT G G T G A T A C T AA C T A C AATGG AAAG TTCAAGGG T AAAGCCLACTCTGACTGCAGACGAATC CTC CAGCACAGCCTACA 
24I> ? G D G D T M Y N G X F X G X A T L. T A D E 3 3 £ T A Y 

CDR-H3 " 

1123 TGCAACTCAGCLAGCCrTAGCATC^ 
36? > M Q L S 3 L A S E 2J S A V Y F C A R X E T T T V G X Y Y Y 
Frame-H4 CHI Linker 1 Frame-L1 

1219 GCTATGGACTAC TGGGGTCAAGC^AAr^ 
398 > A M D Y W G Q G ? 5 V T V 3 S A X T T ? X L G G D I V L T 
VU anti-CD3 CDR-U 
1307 AGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCA^ 
427 ► Q S ? A I M S A 5 ? G E X V T M T C £ A S S £ V £ Y M N W 
Frame-L2 COR-L2 Frame-L3 

1393 TACCAC<l\GAAGTClAGG<2AC:rT^^ 
456> Y Q Q X 5 G T S ? X X W I Y D T 5 X L A S G V ? A K F X G 

CDR-L3 

1481 rrrr^nr-^— 

485>S GSGTSY3L TI3GMEAEDAATYYCQQW S S N 
Frame-L4 C kappa c-myc epitope 

1569 CCCATTCACG TTCGGCTC GGGGACAAAG7TTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACCAACT GGLATCC G AA CAAAA GCTGATCTCAG 
514> ? FTFGSG TXLEINXADTAPTGSEQXLI S 

His6 iail Xbal 
1655 AA GAA GA CCrAAACTtL\ CATCAC:iA^ 
= 43>E E D L N 5 H H H H H K 
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EcoRI RBS ?e!B leacer Nco , 

1 a-AT^ATTAJ^.gAg^ 

!► M X Y L L ? 7 A A A G L L L L A A Q .? A M 
♦ Frame-Hi VH anti-CD3 

9 2 ^-^AGGTGCAACTCKIAGCAGTC^ CTTTAC 
22 > A Q V Q L Q Q S G A E L A R ? G A 3 V K M S CXASGY7F7 
C0R-H1 Frame-H2 C0R-H2 _ 

133 TAG G T A C A C G A T G C A C TXIXKrTAAr ACAGAGGC CTGGACAGGGTCTGCLAATGCIATTC^A T ACATT AA TCCTAGCCGTGGTTXTAC 
32 ► R Y 7 M H W V !< Q R ? G Q G L Z W I G Y I M ? £ ?. G Y 7 

F;ame-H3 

257 TAA7TACAATCAGAAGTTCAAGGAC A^jC<Z-7^^^ 
30> N Y N Q K F v D X A 7 L T 7 D K 3 S 3 T A Y M Q L 5 3 L 7 

C0R-H3 Frame-H* 
234 ATCTGAGGACTCTGCACrrCT ATTA.CTGT^ -ATTA T G A TG A T C A T 7 A C A GC C 7 7 G A C 7 AC TGGGGCCAAGGCLAC CACTCTCA 

109 > S Z D 3 A V Y Y C A R Y Y D D H Y S L D Y W G Q G T 7 L 
CH1 Linker 1 Frame-Li VL anti-CD19 

123> 7 V 5 S A X 7 7 X L G G DILL 7Q7? A 5 L A 7 3 1 G Q 

CDfi-H Frame-L2 

520 GGGCCLAOlATCTCCrrGC ^ 

153 > ?, A 7 I 3 C X A 5 Q S V D Y D G 7 3 Y L M W Y 3 Q I ? G 

CDR-L2 =rame-L3 

514 AGCtlACCClWXrrCCT^^ 

195 > Q ? ? X L L I Y 2- A S M 1 V SGI???.FSGSGSG7Dr 



C0R-L3 Fr 
702 CAX~CC7CAACA7CCATCCTT7rGGA^ T G A G GATC CG7GGACGT7CGG7GGA 

225 ► 7 L N I H ? V E X V D A A 7 Y H C Q Q S 7 E D ? W T F G G 

Cfcacca Not] Unker 3 Pvutl Frame-Hi 

790 GGCACaAAGC7tK3AAATCAAA CGGGC^ 

255> G 7 K L Z I X R A D A A A A G G ? G S QVQLQQSGAEL 

VH anti-CD19 COR-H1 Frame-H2 

379 GGTGAGGCtTJGGGTCCTC^GTGAAC^^^ 

234 > V R ? G S S V X 2 S C X A 3 G Y A F S S Y W M N W V X Q R 

C0R-H2 

963 CTGGACAGG^-Xl' ll GAGT^^ 

314 > PGQGLEWIGQIW ?GDG D 7 N Y N G X F X G X A 
Frame-H3 

1051 ACTCTGACTGCAGACGAATCCTCCAGCACA^ 
342> 7L7ADZS S57AYMQLSSLAS E D S A V Y F C A R 
C0R-H3 Frame-H4 CH1 

114 2 GGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTATGCTATGGACTAC TGC^^^ 
372 > R E 7 7 7 V G R Y Y Y A M D Y W G Q G 7 S V 7 V 5 5 A X 
Linker 1 r:ame-L1 VL anti-CD3 

122 6 CAACAC CC AAGCTT GGCGG rcATATCGTGCTCACTCLAGTCTCC^^ 
400>7 7 ? X L G G D I V L 7 Q S ? A I M S A 5 ? G Z X V 7 M 7 C 

C0R-L1 Frame-L2 C3R-L2 

1315 GTGCCAGC T C AA G T G T AA GTTACATG AA C 7GGT ACTAnT 1 A(^_A A (TPf" 2. > ("T'TCTT'C rLAAAAjGATGGATTTATG ACACATCC AA 
430> S A 3 3 S V S YMNWYQQXSGTSPKRWIYD7 3 X 
Frame-L3 

1401 ACTGGCTTC T GGAGTCC CTTGCTCACTTCAGGGC^LAGTGGG 
458> L A S G V ? AHFRGSGSGTS Y 5 L7 I S G M E A Z □ A 

COR-L3 Frame-L4 C kappa 

1491 7GC CAC77A77AC7GC CAGCAGTGGAG 7 A G T AA CCCATTCAC G 77CGXGG7CGG?GGACAAAjG77GGAAA7AAAC CTGC^C7X1A7AC7GC 
488> A 7 Y Y C Q Q W S 5 N ? ? 7 F G 3 G 7 X L E I N R A D 7 A 
c-myc epitope His6 tail Xbal 

157 8 ACCAAC7GGATCC GAACAAAJi GCTGA TC7CA GAA GAA GA O C TAAAf^T "X r ^ 7C ACCA7CACG1ATCAC 7 AATCTAGA 
517 ► ? 7 G S E Q X L I 5 E E D L M 3 H H H H H H • 
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941 AT GAGATTTCCTTCAATTTTTA^ 

!► M R F P S I F TA VL FAA SSA LAA PVN TT 

alpha-factor signal 

1015 AA.CA.GAJVGATGAJ^-CGGCAC 

25> T E DETA Q I ■ P A EA V I GYSDLEGDFD 

1089 TTGGTGTTTTGCCATTTTCC^^ 

50 ►VA V L P F S NSTNNGL L F I NTTIASIA 



1163 GCT.AA AGAA.GA AJ3GGGTATCTCTCGAGAAAAJX- ^ A G G T G C AA C TGCAGCAGTC 

15> A KEEGVSLEKREAEAEF Q V Q L QQ S 

VH anti-CD3 

1234 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
9S> GAELARPGASVKMS CK 'AS 



EcoRI 



Xhol 
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941 AT G AGATTTCCTTC AAT I'l " 1*1 ACTGCTG'l 'i* i ' I'ATTCGC AGCATC CTCCGC ATTAG CTGCTCCLAGTCAAC A.CTA.C 
!► M R F P S i FTAVLFAASSALAAPVN-TT 

alpha-factor signal 

1015 AACAGAAGATGAAJ^.CGGCACAAJ^TTCCGGCTG^ 

' 25> T E DETA Q I - P A EA V I GYSDL EGDFD 

BsrDI 

1089 TTCCTGTTTTGCCATTTTCC^^ 

50>VAVLPFSNSTNNGLLF1 NTTIASIA 

EcoRI 

Xhol ♦ ♦ 

1163 r-TTA AAHA^AA CAAA^ a TC TT^GAG A A_^AG AGA_GGCTGA_AGCTGA-ATT C A-TGGCG C AGGTG CAACTGCAG 
75> AKEEGVSLEKREAEA EFMA Q V Q L Q 

VH anti-CD3 

1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACC?GGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
99> Q S G A ELARPGASVKMSCKAS 
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